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NOUVBLLB SOUCHE ET SES MUTANTS DE CHAMPIGNONS FILAMEN- 
TEDX, PROCEDE DE PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES 
A L'AIDE DE LADITE SOUCHE ET SOUCHES ET PROTEINES OBTE- 
NUES SELON CE PROCEDE. 



La pr^sente invention concerne une souche nou- 
velle de chair?>ignon f ilamenteux, ainsi que les d^riv^s 
de cette souche obtenus par mutation ou par manipulation 
gdn^tique, et un proc6d6 pour la production de protdine 
5 recombinante, h l*aide desdites souches. 

On entend par prot^ines recombinantes les mole- 
cules polypeptidiques synth^tis^es par un microorganisme 
ou une population cellulaire par suite de 1 • introduction 
dans le matdriel g^n^tique dudit microorganisme ou des- 

10 dites cellules d"un gfene codant pour la prot^ine consid^- 
r^e, Le gfene en question, appeld gfene h6t6rologue, peut 
provenir d'un autre organisme vivant ou Stre synth^tis^ 
artificiellement. La possibility d'introduire et de faire 
exprimer des gfenes h^t^rologues a 6t6 tout d'abord mise 

15 en evidence et appliqu^e en utilisant des bactdries, et 
plus particuliferement Escherichia coli t comme cellules 
hdtes. Plus rdceroment, des productions de prot^ines re- 
combinantes par d'autres microorganismes dont des levures 
et des champignons ainsi que par des cultures de cellules 

20 d'organismes sup^rieurs ont 6t6 d^crites. 

Les champignons filamenteux sont utilises cour 
ramment dans 1' Industrie des fermentations notamment pour 
la fabrication de certains antibiotiques (penicillines , 
cdphalosporines) et d'un grand nombre d* enzymes (gluco- 

25 amylases, cellulases, proteases, pectinases 

Les champignons filamenteux pr^sentent un cer- 
tain nombre d'avantages par rapport aux microorganismes 
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procaryotes (bact^rles) en partlculler la capacity d*ex- 
crater de grandes quant It^s et une grande varl^t^ de 
prot^ines pr^sentant des modifications post traduction- 
nelles, notaimnent des glycosylations, spdcifigues des 
5 eucaryotes. Par rapport aux cellules d'eucaryotes sup6- 
rieurs, les champignons sont beaucoup plus faciles ^ 
cultiver h grande dchelle/ la separation du mycelium et 
du milieu de culture apr&s la fermentation est aussi 
tr&s facile. 

10 La presents invention se rapporte ^ un procidd 

de production de prot^ine recombinante et I'aide de cham- 
pignons filamenteux, caractdris^ en ce gu'on cultive sur 
un milieu approprid une souche du genre Tolypocladiism 
dans laguelle on a introduit une sequence d'ADN codant 

15 pour ladite prot^ine placde sous le contrdle d*dldments 
assurant 1 'expression de ladite sequence dans ladite 
souche et en ce qu*on r^cup^re ladite protdine. 

Plus pr^cis^ent, la souche utilis^e est une 
souche Tolypocladium geodes. Cette souche a ^t^ d^posde 

20 sous le n"" 1-880 le 29 juin 1989 ^ la Collection Natio- 
nale de Culture des Microorganismes - 28, rue du Docteur 
Roux - 75015 PARIS. 

L' invention conceme ^galement les mutants defi- 
cients en activity prot^asique et/ou hyperexcrdteur de 

25 proteine exog&ne de cette souche. 

La pr^sente invention repose notamment sur I'i- 
solement d'une nouvelle souche de champignon filamenteux 
particuli&rement adapt^e k la production de prot^ines 
recombinantes . 

30 La souche sauvage NC14 a 6t6 Isolde & partir 

d'un dchantillon de terre riche en matiferes organiques 
en decomposition (humus d*un sous-bois de la region de 
Graulhet, Tarn, Prance). Elle a 6t6 primitivement seiec- 
tionnee pour sa forte activity protdolytique , et s'est 

35 averse Si 1* analyse produire des quantitds notables d'au- 



"^091/^357 PCr/inR90/00479 

-3- 



10 



tres enzymes extracellulaires , chitinases et ^ -gluca- 
nases en partlculier. 

La souehe NCI 4 a 4t6 confide pour identification 
au laboratoire du Musdun National d'Histoire Naturelle k 
Paris. Elle a it6 repiqude en boites de P6tri sur deux 
milieux de culture standard, utilises pour la determina- 
tion des hyphomycfetes : Malt-agar 2 % et Potato Dextrose 
Agar (PDA) puis incubde h 25"C. 

La culture sur Malt se ddveloppe lentement, Si 
peine 1 cm en 3 semaines de culture et forme une colonie 
serrie d' aspect humide. L' observation microscopique mon- 
tre un mycelium hdt^rogfene, au cytoplasme vacuolis^. Les 
conidies sont trfes rares et les cellules sporogfenes peu 
nombreuses et dispersdes. 
"•^ Le milieu PDA est plus favorable. La culture a 

une croissance lente, atteignant 13 20 nun en 10 jours . 
Le thalle est blanc, floconneux en surface, assez dense 
en profondeur, au contour irrdgulier. On observe une Id- 
gfere pigmentation beige au revers, aucun pigment ne dif- 
fuse dans le milieu. Pas d'odeur caractdristique . 

L' observation microscopique montre des cellules 
sporogfenes (phialides) solidaires ou groupies par deux 
ou trois sur une courte cellule latdrale du mycelium. 
Les phialides mesurent de 9 ^ 14 (im de long, sont 16ge- 
rement renfl4es h la base puis allong^es vers le col qui 
est quelquefois recourbd. Les spores (conidies) sont 
groupies en tStes ? de forme trfes hdtdrogfene (spWriques, 
cylindriques, ovales) avec des rapports globalement entre 
3,6-0,9 m de long sur 2,9-0,9 m de large avec deux 
30 classes principales : 3 x 1,5 (cylindriques) et 1,5 x 1,8 
(globuleuses) . Le mycelium mesure entre 1,5 et 2 um de 
large. Pas de chlamydospores. 

L' aspect cultural, la Vitesse de ddveloppement 
et la morphologie de I'appareil sporogfene font que cette 
35 esp^ce appartient au genre Tolypodadium (Gams) par la 



20 



25 
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fonoe, la tallle et le groupexnent des phialides beaucoup 
plus rehfl^es et groupies en verticilles chez Inflating . 
Elle difffere aussi de T , cy 1 indro spor um (Gams) par la 
forme des phialides nals surtout par la forme des spores 
5 r^gull&rement cyllndrigues chez T. cylindrosporum . La 
souche NC14 est flnalement trhs proche de I'esp&ce 
geodes (Gams) par le mode de groupement des phialides 
d£crit plus haut, par leur forme ainsl que par 1 'aspect 
cultural. Malgrd l"h^t€rog^n^it^ des spores, de taille 

10 et de forme tr^s h^t^rogtoes, 40 % de celles-*ci corres- 
pondent aux caractdristigues de Tolypocladium geodes 
(Gams) c'est*^-dire 1,6 sur 2,2 um. 

II s'agit done d*une souche de To lypoc ladium 
geodes dont la morphologie des spores est quelque peu 

15 atypique. 

La souche NCI 4 de Tolypocladium geddes a fait 
l*objet d'un programme d* amelioration g^n^tique, consis- 
tant 2i s^lectionner de fagon r^currente des mutants de 
plus en plus fortement producteurs d' enzymes prot^oly-* 
20 tiques, puis d' enzymes chitinolytiques. Les methodolo- 
gies de mutag^n&se et de selection utilisdes sont celles 
prdcedemment d^crites pour Trichoderma reesei (DDRAND 
et al.. Enzyme Microb. Technol., 1988, 10 : 341) et pour 
Penicillium occitanis (JAIN et al., soumis h publication 

25 dans Enzyme Microbiol. Technology) • La premiere etape de 
selection a 6t6 effectu^e k peurtir d'une suspension de 
spores de la souche NCI 4 trait^e par un agent mutag^ne, 
la lumi&re ultraviolette. Une dilution de ladite suspen- 
sion de spores a servi k inoculer des boites de Pdtri 

30 contenant un:milieu gdlos^ de composition suivante : 



- poudre de lait 6cr6m6 : 10 g 

- phosphate monopotassique : 2 g 

- sulfate de magnesium : 0,3 g 

- chlorure de calcium : 0,2 g 
35 ^ sulfate de fer : 0,005 g 
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- extrait de levure : 

- agar agar . 

- eau d^sionis^e qsp : 

pH ajust6 a 7,0 avec de la soude 



1 g 
15 g 

1 litre 



5 Aprfes incubation 5 jours k 27»C, les colonies 

apparues sur ce milieu sent entour^es d'un halo clair, 
dfl k I'hydrolyse des prot^ines du lait par les enzymes 
prot^olytiques excr^t^es par la souche. Ce crible de se- 
lection, qui avait d€ji ^t^ utilise pour I'isolement de 

10 la souche NCI 4, a permis la recherche de mutants meilleurs 
producteurs de proteases; ceux-ci sont d^tect^s par 1' ap- 
parition d'un halo d'hydrolyse d'un diamfetre nettement 
sup^rieur k la moyenne de ceux observes autour des colo- 
nies de la souche de depart. Un mutant, appel6 NCI 8, ca- 

15 ract^ris^ par un halo d'hydrolyse trfes significativement 
augments, a 4t€ isol6. A partir de la souche NCI 8, une 
deuxifeme 6tape de selection a ^t^ effectu^e, aprfes muta- 
g^n&se par la N-m4thyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) 
sur le milieu mentionnd ci-dessus auquel a 6t6 rajoutd 

20 de I'hydrolysat acide de cas^ine (Biokar) k la concentra- 
tion de 5 g/1. Dans ces conditions, la production de pro- 
teases par la souche NCI 8 est rdprimde, ce qui se tra- 
duit par une diminution tr&s nette de la taille des ba- 
les d'hydrolyse. Une colonie entour^e d'un large halo a 

25 6t6 seiectionn^e; le mutant ainsi Isold, NC21 a fait 

1 'Ob jet d'une nouvelle 6tape de selection aprfes mutagd- 
nfese par 1 'ethyl-methane sulfonate (EMS) sur le milieu 
^ base de poudre de lait, auquel du sulfate d' ammonium 
k la concentration de 5 g/1 a ete ajoute comme represseur 

30 de la production de proteases. Un mutemt de-reprime, 
NC28, a ainsi ete isoie. A partir de cette demi&re 
souche, MR mutant hyperproducteur d'activite chitinoly- 
tique a ete recherche, apr&s mutagen&se par 1 'acide ni- 
treux, sur le milieu de base precedemment decrit, ott la 

35 poudre de lait a ete remplacee par de la chitine collol- 
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dale & la concentration de 10 g/1. un mutant hyperchiti- 
nolytique^ NC35/ s€lectionn# sur la base de la taille du 
halo d'hydrolyse de la chitine, a 6t6 soxamis it une nou- 
velle ^tape de selection sur le mSme milieu ^ base de 
5 chitinef contenant en plus 10 g/1 de glucose comme r^- 
pressetir. Une souche mutante Isolde sur ce milieu, 
NC39 a ^t^ retenue, Cette souche s*est rdv^l^e hyper- 
excrdtrice de prot^ines : des concentrations de I'ordre 
de 10 g/1 de protdines ont 6t& obtenues en 6 jours de 

10 fermentation, dans un milieu chimiguement d^fini (milieu 
salin de base selon MANDELS et WEBER, J. Adv. Chem. Ser., 
1969, 95 : 391) contenant du glucose (ajout6 en continu 
k raison de 20 g/1 par jour) comme seule source de car- 
bone. Oans les mfimes conditions, la souche sauvage NCI 4 

15 produit environ 0,5 g/1 de prot^ines extracellulaires • 

Cette aptitude exceptionnelle de la souche NC39 
k excr^ter des prot^ines dcuis des conditions et xin milieu 
de culture extrSmement simples, qui constitue xrn des as- 
pects de la pr^sente invention, a conduit h, envisager de 

20 I'utiliser pour la production de prot6ines hdt^rologues . 
Cependant, dans cette optigue, la forte activity protdo- 
lytigue des souches constitue un inconvtoient. Aussi ^ 
partir de la souche NC39, des mutants deficients en pro- 
teases ont 6t6 recherch^s. Apr&s mutag^n&se k la NT6, 

25 puis k I'EMS, des colonies ne produisant pas de halo 

d'hydrolyse sur milieu k base de poudre de lait addition- 
n6 de glucose (2 g/1) et de sulfate d* ammonium (Or 5 g/1) 
ont 6t6 select ionn^es en deux Stapes. La souche NC46 ain- 
si Isolde se caractdrise par I'absencfe d' activity prot^o- 

30 lytigue detectable par le test k I'azocaseine (TOMAHELLI 
et al., J. Lab. Clin. Med., 1949, 34 : 428) dans le sur- 
nageant de culture, dans les conditions de production de 
proteines extracellulaires mentionn^es plus haut et de- 
crites dans I'exemple II ci-apr&s. Cette souche NC46 a 

35 ete soxamise it un nouveau traitement mutag&ne par I'acide 
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nitreux, puis des mutants deficients en activity amino 
peptidase ont recher-ch^s selon une modification 
de la technique ddcrite par MILLER et MACKINNON (J.Bact., 
1974, 120 : 355) : aprfes croissance 4 jours sur le milieu 
& base de poudre de lait ddcrit ci-dessus, les colonies 
sont recouvertes d'une solution contenant : 0,5 mg/ml de 
L. Leucine- p -naphtylamide et 2 mg/ml de Past Garnet 
6BC (Sigma). La presence d' activity aminopeptidase est 
visualis^e par I'apparition, aprfes quelques minutes, d'une 
coloration brune autour des colonies. Les colonies ne 
produisant pas de coloration sont r^cuper^es et re- 
test^es, selon le m&ne protocole. 

Dn mutant isol^ par cette technique, NC50, ne 
pr^sente plus 1 'activity Leucine aminopeptidase d^tectde 
dans le sumageant des cultures des souches NC46 et des 
generations precedentes. 

La genealogie de la souche NC50 est rdsum^e sur 
le tableau 1 . 

La souche mutants NC50 possfede les mSmes capa- 
cites d' excretion de proteines du point de vue quantita- 
tif , que la souche hyperexcretrice NC39 mentionnee ci- 
dessus. Un avantage suppiementaire de la souche NC50 re- 
side dans 1 'absence d'activite proteolytique detectable 
dans les sumageants de culture, ce qui permet d'eviter 
ou tout au moins de minimiser la degradation des pro- 
teines.produites, et particuli&rement des proteines hete- 
rologues, dans le milieu de fermentatidn. Ceci constitue 
un aspect important de la presente invention. 

Un autre aspect est constitue par la mise en 
evidence de la capacite des souches NCI 4 et derivees 
itre transformees selon un protocole simplifie, original 
par rapport h. ceux mentionnes . 
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Tableau 1 : G^n^alogie des souches mutantes dirivdes de 
Tolypocladlum geodes N CI 4 



5 


Etape 


Agent 
autag&ne 


Ph6notype 
recherche 


Milieu de 
selection 


Souche 
Isolde 




1 


DV 


Hyperproducteur 
de proteases 


Lalt 6cr6m6 


NCI 8 


10 


2 


NTG 


Proteases d^- 
r^prim^es 


Lalt 6cr4m6 + 
hydro ly sat de 
cas^ine 

5 g/l 


NC21 


15 


3 


EMS 


Proteases dd- 
r^prlm^es 


Xiaxu ecrenie ^ 
sulfate d'am- 
roonlum 

D g/i 




4 


HHO3 


Hypesrproducteur 
de chltinases 


(3x1 tine col- 
loldale 


NC35 




5 


UV 


Chltinases d^- 
r^prlxn^es 


Chitine col- 
loldale + 
glucose 10 g/l 


NC39 


20 


6 


NTG 


Proteases 
ddficientes 


Lalt 6cr4m6 


NC41 




7 


EMS 


Proteases 
ddficientes 


Lalt 6cr6w^ 


NC46 


25 


8 


HNOj 


Aminopeptidase 
d^flclente 


Lalt 6cr6m6 + 
test L-leuclne- 
p -naphtylaxnlde 


NC50 



suitSrleurexpexxt pour d'autres champignons comme Aspergll** 
lus nldulans (BALLANCE et al.r Biochem, Blophys. Res. 

30 Communr 1983r 112 : 284) ou Trlchoderma reesel (KNOWLES 
et al.. Brevet Europ^en n** EP 0244234 A2, 1987). L'orl- 
glnallt6 du protocole reside en partlculier dans le fait 
qu'll ne fait pas appel k 1 'utilisation de protoplastes, 
dont la formation et la r^g^n^ratlon constituent souvent 

35 une 6 tape fastidleuse dans la mlse au point d'un protocole 
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de transformation. Dans le cas de la souche NCI 4 et de 
ses ddriv6s, il a 6t6 trouv^ que de I'ADN Stranger pou- 
vait etre introduit, avec \me frequence 61ev^e, dans 
des spores trait^es de fagon mdnag^e avec une enzyme 
5 lytique de telle sorte que leur resistance h la pression 
osmotique et leur capacity de germination ne soient pas 
altdr^es. La mise au point du protocole de transformation 
a 6t6 effectu^e en utilisant un ADN plasmidique portant 
un marqueur dominant s61ectionable : un gfene conf6rant 

10 la resistance k la phUomycine (AEMAU et al.. Brevet 

Frangais, n* 2 569 723* Ce protocole est d^crit dans I'e- 
xemple I ci-apr&s. 

Selon la pr^sente invention, les Elements assu- 
rant 1' expression de ladite sequence d'ADN dans la souche 

15 comprennent essentiellement une sequence promotrice d'un 
g^ne d'origine fongigue . Cette sequence d'ADN codant pour 
ladite prot^ine sera pr^c^dee d'une sequence signal assu- 
rant 1' excretion de la prot6ine et suivie d'une sequence 
terminateur de transcription, 

20 Un aspect suppldmentaire de la prdsente inven- 

tion est constitute par la possibility de stlectionner 
des souches transformtes pour lesquelles 1* expression du 
ghne d'inttrSt est amplifie, grtce h, un crible de selec- 
tion base sur 1* utilisation d'un gfene constituant un 

25 marqueur dominant, place en aval du gfene d*interit, sans 
promoteur ni signal d'arrSt de transcription entre les 
deux g^nes. Cette technique est illustree dans l*exemple 
V ci-aprfes. 

Ce gfene constituant le marqueur code pour la re- 
30 sistance k un antibiotique qui est de preference un com- 
pose de la famille des phieomycines. 

Dans le cas d*un g^ne codamt pour la resistance 
k un antibiotique de la famille des phieomycines, ce gkne 
est d*origine genomique et provient du genome des actino- 
35 myc&tes producteur dudit antibiotique. 
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La sequence d'ADN codant pour ladite prot^ine 
alnsl que les ^l^ments assurant 1' expression de ladite 
sequence seront portSs par un plasmlde qui de prdf^renoe 
est un plasmlde k replication autonome coitiportant \ine 
5 sequence de replication autonome eff Icace chez Tolypo- 
cladlum T.A.R.S. 

Selon 1' invention, ledit plasmlde assure 1' in- 
tegration chromosomique des sequences d'ADN en cause. 

En resume r la presente invention concerne une 
10 nouvelle souche de chaxopignon fllamenteux, Tdlypocladlum 
qeodes NCI 4, et les mutants Issus de cette souche, seiec- 
tlonnes pour leur capaclte k excreter de grandes quant 1- 
tes de proteines dans un milieu de culture extrgmement 
simple, constitue essentlellement de sucres et de sels 
15 mlneraux, ce qui facllite 1* extraction et la purification 
desdites proteines. Cette capaclte exceptionnelle peut 
3tre exploitee pour la production de proteines recombi- 
nantes ce qui constitue un premier aspect de la presente 
Invention . 

20 Selon un deuxi&me aspect, la presente Invention 

foumit un moyen de preserver la stabilite des proteines 
excretees dans le milieu de culture par 1 'utilisation de 
mutants deficients en activites proteolytlques. 

Selon un troisi^me aspect, la presente Invention 

25 foumit uh moyen d*introduire des g&nes heterologues dans 
la souche de Tdlypocladitun qeodes NCI 4 et ses derives se- 
lon un protocole simplifie ne faisant pas inteirvenir les 
protoplastes • 

Selon un quatri&me aspect de la presente inven- 

30 tion, !• expression des gfenes heterologues par Tolypocla- 
dixim qeodes NCI 4 et ses derives peut gtre augmentee par 
une technique de selection faisant appel It un marqueur 
dominant place en aval du gi^e d'interSt sans promoteur 
ni terminateur entre les deux g&nes. 

35 La presente invention se rapporte egalement aux 
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protdines obtenues par la mise en oeuvre du proc^d^ se- 
lon !• invention. Parmi ces prot^ines cod^es selon !• in- 
vention^ on citera plus particuliferement la pullulanase, 
le lysozyme humain et la protfiine Sh, la sequence nucldo- 
5 tidique de cette prot^ine Sh ^tant representee en figure 
2. 

La pr^sente invention conceme de mSne les sou- 
ches de Tolypocladium transf orm^es , obtenues lors du pro- 
c6d4 de production de protdines recombinantes . 

Les exen^les suivants servent k illustrer la- 
pr^sente invention de manifere non limitative. 

Ces exemples seront d6crits en se r^f^rant aux 
figures sur lesquelles : 

- la figure 1 est un schema du plasmide pUT720 

15 - la figure 2 repr^sente la sequence nucieotidique du 

gfene de la prot^ine Sh precede de la sequence synth^- 
tique utilis^e conme signal d* excretion 
" la figure 3 est un schema du plasmide pUT715 
" la figure 4 est un schdma du plasmide pUT771 
20 - la figure 5 reprdsente la sequence nucieotidique de 
la partie promotrice du plasmide pnT771 

- la figure 6 est un schema du plasmide pUT760 

- la figure 7 reprdsente la sequence nucldotidique syn- 
thdtique codant pour le lysozyme humain 

25 - la figure 8 est m schdma du plasmide pUT772 

Les abreviations utilisdes sur ces figures sont 
considerdes comme connues ou seront explicitees dans la 
description. 

Sauf indication contraire, les diff brents pror 
30 cedes et produits mentionnds sont mis en oeuvre selon 

les techniques connues et/ou preconisees par le fabricant. 
Exemple I : : Transformation de Tolypocladium geodes 

La souche mutante NC50, deficiente en activites 
proteolytiques, a ete transformde par le plasmide 
35 pUT703 (DURSUD et al, Proc. Biochemistry and Genetics of 
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Cellulose Degradation, JP Aubert Ed., Academic Press, 
1988, p 136). Ce plasmide se caract^rise par la presence 
d*un g^ne de resistance aux antibiotiques de la famille 
des phl^omycines (ARMAU et al.. Brevet Frangais n® 
5 2 569 723 plac€ sous la d^pendance d'un promoteur fongl- 
que : le promoteur du gfene de la glycerald^hyde 3-phos- 
phate deshydrog^nase d ' Aspergillus nidulans (not^ promo- 
teur gpd) (Van GORCOM et al.. Gene, 1986, 48 ; 211) et 
bomi en aval par le terminateur CYC1 de levure (SMITH 

10 et al.. Cell, 1979, 16 : 753). Le ghne de resistance 

provient d'un actinomyc&te producteur d' antibiotiques de 
la fjamille des phl6oraycines; Streptoalloteichus hindus- 
tanus . La prot^ine cod^e par ce g^ne, appelde prot^ine 
Sh, inactive les antibiotiques en question par formation 

15 d'un complexe equimol^culaire (6ATIGN0L et al., FEBS 
Letters, 1988, 230 : 171). 

La phieomycine et les antibiotiques apparentds 
prdsentent une toxicity dlev^e pour Tolypocladium geodes 
comme pour pratiqueiaent tous les organismes vivants. Le 

20 g^ne de resistance foumit done un moyen facile de se- 
lectionner les clones treuisformes par leur capacite h 
se developper en presence de phieomycine. 

Le protocole utilise pour la transformation est 
le suivant : des spores obtenues par cult\ire de la souche 

25 NC50 sur milieu PDA pendant 7 joiirs h 27*C sont suspendues 
dans du milieu MnP de composition suivante : milieu salin 
de base selon Mandels additionne de saccharose 100 g/1, 
tampon MES 5 g/1, pH 5,5. Aprfes filtration sur verre 
fritte n** 2 pour eiiminer le mycelium, la suspension est 

30 centrifugee (10 minutes, 10 000 rpm) et le culot est re- 
pris par le m§me milieu MnP additionne de Caylase C3 
(enzyme lytique commercialisee par CAYLA) & 10 mg/ml. 
Apr%8 4 heiires d* incubation sur table agitee k 32^C, 
100 rpm la suspension est ^ nouveau centrifugee, et le 

35 culot est repris par du milieu MnP additionne de chlorure 
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de calcium, 50 mM, dans vm volume tel que le titre de la 
suspension de spores obtenue, d^termind par comptage mi- 
croscopique h 1 "h^matimfetre, soit d* environ 10^/ml. 

A 200 ul de cette suspension r une solution 
5 d'ADN plasmidique (5 & 10 ng d'ADN dans un volume de 5 ^ 
20 jil) est ajout^e. Aprfes 10 minutes k temperature am- 
biante, on ajoute 50 ul de solution MPC (MOPS 10 mM 
pH 5,8, PEG 6000 60 % p,v., CaClj 75 mM) et on incube 
le melange 30 minutes dans la glace, puis on rajoute 

10 2,5 ml de MPC. Aprfes 15 minutes h temperature ambiante, 
des aliquots de 0,5 ml de ce melange sont introduits 
dans des tubes contenant chacun 3 ml de g^lose molle MnR 
(milieu salin selon Mandels additionn^ de saccharose 150 
g/l, glucose 2,5 g/1, extrait de levure 2,5 g/1, agar 

15 6 g/1) maintenu en sur fusion k AS^'C. Le contenu de cha- 
que tiibe est ensuite vers^ k la surface d'tane bolte de 
Petri contenant le mgme milieu MnR, geiose & 15 g/1 et 
additionne de 30 ug/ml de phieomycine (commercialisee 
par CAYLA) comme agent de selection des clones transfor- 

20 mants. Ceux-ci apparaissent sous la forme de petites 
colonies aprfes 4 jours d* Incubation & 27**C. 

Les taux de transformation obtenus en utilisant 
le plasmide pUT703 ont 6t6 de I'ordre de 2000 & 5000 
transformamts par microgramme d*ADN. 

25 La stability des transformants a 6t6 testae par 

repiquage des colonies stir milieu PDA contenant 30 jig/ml 
de phieomycine (la concentration minimale inhibitrice - 
CMI - pour la souche NC50 non transform6e est d' environ 
10 ng/ml dans ces conditions). Environ 90 % des colonies 

30 repiquees ont confirm^ leur caract^re de resistance. 

Des experiences d •hybridation de 1*ADN des sou- 
ches transformees par une sonde marquee correspondant k 
une partie du gkne de resistance k la phieomycine ont 
montre que ce gene etait integre dans le chromosome des 

35 transformants; le ou les sites d ■ integration et le nombre 
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Exemple II : Expression et excretion d'une prot6ine 
h6t€rologue. 
Dans 1' example I ci-dessus, I'obtention de 
5 clones trans formants r^sistants 2i la phldomycine indique 
que le gfene codant pour la protdine Sh s'exprime dans la 
souche MC50 de Tolypocladium geodes . Cepe'ndant, la pro- 
tdine n»a pas pu Stre loise en Evidence dans les suma- 
geants de culture des souches transform^es et n'est done 

10 vraisemblablement pas excr^t^e en quantity detectable. 

Dans l'exen5)le suivant, la souche NC50 a ^t^ 
transform^e selon le protocole d^crit dans 1' exemple I, 
en utilisant le plasmide pUT720 dont la cairte est re- 
presentee sur la f igiore 1 . Ce plasmide se caoracterise par 

15 la presence, sous la dependance du promoteur gpd, du 

g&ne de la proteine Sh en amont duquel a ete ajoutee une 
sequence signal synthetique d'excretion (figure 2). 

Parmi les colonies resistantes, obtenues avec 
vine frequence de 3000 transformants par microgramme d' 

20 ADN, une centaine ont ete repiquees sur des boites de 
PDA contenant des concentrations croissantes de phieo- 
myclne, de 25 It 1000 ug/ml. 3 souches reslstantes k 
plus de 1000 ug/ml de phieomycine ont ainsi ete seiec- 
tionnees; I'une d*elles a ete cultivee en feinnenteur de 

25 laboratoire dans les conditions suivantes : les spores 
provenant d'une boite de PDA incubee 7 jours ^ 27 ®C ont 
servi k inoculer 500 ml de milieu selon Mandels conte- 
nant 20 g/1 de glucose et 1 g/1 d'extrait de lewire, re- 
pcurti dans deux erlenmeyers de 1 1. Apr&s incubation 

30 48 heures sur table agitee k 27^C, 200 rpm, cette cul- 
ture a permis d' Inoculer un fermenteur de 14 litres de 
volume total (Cheroap) contenant 8 litres du mSme milieu. 
La fermentation a dure 6 jours k 27 avec une agitation 
de 500 rpm et xine aeration de 0,5 v.v.m., le pH etant 

35 reguie . super leur & 5,0 avec de I'ammoniaque. A partir du 
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2feme jour, une solution sterile de glucose k 200 g/I 
a 6t4 introduite en continu k raison de 0,8 litre par 
24 heures, soit environ 20 grammes de glucose par litre 
et par jour. Aprfes 6 jours, la culture a 6t6 r^coltde 
5 et centrifug^e. 

La concentration totale en prot^ines, d^termi- 
n^e selon la m^thode de LOWRY (LOWRY et al., j. Biol. 
Chem., 1951, 193 : 265) a 6t6 trouv6e 6gale k 9,6 g/1. 

La presence de prot^ine Sh dans le milieu de 
10 culture a M mise en Evidence par chromatographie 

(PPLC) sur colonne ^changeuse d« anions MonoQ, Pharmacia 
(tampon Tris-HCl 20 mM pH 7,0 - €lution gradient lin^- 
aire 0 - 0,6 M NaCl) . En coa^jaraiaon avec le sumageant 
d'une culture effectu^e dans les m&nes conditions avec 
15 la souche non transform^e, on constate 1' apparition d'un 
pic suppl^mentaire de prot^ines fortement retenues sur 
la colonne MonoQ, ^lu^ k 0,45 M. L'aire de ce pic reprd- 
sente environ 20 % de l'aire totale du chromatogramme . 
L' analyse en ^lectrophorfese SDS-PAGE, des fractions cor- 
20 respondant k ce pic a r^v^l^ la presence k I'^tat prati- 
quement pur d'une prot^ine d' environ 14 000 kd de poids 
mol^culaire, ce qui correspond k la taille de la protdine 
Sh (GATIGNOL et al., PEBS Letters, 1988, 230 : 171). 

La presence dans le sximageant de culture de 
25 proteins inactivant la phl^omyclne a ^t^ confirmee par 

le test suivant : sur des disques de papier impr^gn^s de 
solution de phl^omycine ^ diff4rentes concentrations (de 
10 k 300 ug/ml) diff^rents volumes de sumageant de cul- 
ture (de 1 ^ 50 ul) sont d^pos^s. Les disques sent en- 
30 suite pos^s k la surface d'un milieu g^los6 (milieu n* 2 
pour I'essai des antibiotigues , BioM^rieux) ensemenc6 
par une souche d ' Escherichia coli sensible k la phl^omy- 
cine : HB101. Apr^s une nuit d' incubation k 37'*C, des 
halos d' inhibition du voile bactdrien sont visibles au- 
35 tour des disques contenant la phl^omycine seule. Lorsque 
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des quantit^s connues de protdine Sh purifide sont 
ajout^es, on constate une diminution du diamfetre des 
halosr et line disparition totale de ceux-ci pour un 
rapport en moles prot€ines/antibiotiques de 1/1 soit 
5 environ 10/1 en poids. Ce test permet done un dosage 

semi-quantitatif de.la prot6ine Sh dans une solution de 
concentration inconnue. Dans le present exemple, la con- 
centration de protdine Sh dans le sumageant de culture 
a 6t6 trouvde voisine de 2 g/1. 

10 II a done 6t6 possible par fermentation d'un 

transformant de la souche de Tolypocladium geodes NC50 
par le plasmide pUT720 de produire environ 2 g/1 de pro- 
t^ine recombinemte extracellulaire en 6 jours. 
Exemple III ; Isolement d'une sequence promotrice 

15 Le plasmide pUT715, dont la carte est pr^sent^e 

sur la figure 3 a 6t4 utilise comme vecte\ir-sonde pour 
la recherche de sequences promotrices fongiques. Le plas- 
mide a 6t4 lin^arls^ par double coupure BamHI-AsuII (les 
deux sites uniques de restriction sont situ^s dans la 

20 sequence mtiltisites situ^e immddiatement en amont de la 
partie codante du gfene Sh) . Aprfes purification par €lec- 
tro^lution^ le grand fragment a 6t6 mis en presence 
d'ADN chromosomique de Trichoderma reesei partiellement 
digdrde par les enzymes Mbol et TagI pour g^ndrer des 

25 fragments compris entre 1 et 5 kilobases et d*ADN ligase. 
La population de plasmides hybrides ainsi obtenue a ser- 
vi h transformer la souche d' Escherichia coli DH5 
avec selection sur la base de la resistance li I'ampicil- 
line. L*ADN plasmidique extrait du '*pool" des transfer-^ 

30 mants d' E»coli a servi & transformer la souche NCI 4 de 

T. geodes selon le protocole d^crit dans 1 'exemple I ci- 
dessus. 50 transforaants fortement r^sistants h la phl^o- 
mycine (CMI > 250 jig/ml) ont 6t6 s61ectionn6s et r^partis 
en 10 groupes de 5 clones. L*ADN de chaque groupe a ^t^ 

35 extrait, dig^r^ par 1' enzyme BstEII et soumis ^ ligation. 
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Avec chaque preparation une transformation de E.coli 
DH5 dL a 6t6 ef feature. 

L'ADN plasmidigue de 6 colonies d' E^coli resul- 
tant de chaque transformation soit 60 transformants au 
5 total a 4t6 analyst individuellement par eiectrophorfese 
en gel d' agarose aprfes micro-extraction. 7 plasmides de 
tallies diff^rentes et sup6rieures ^ celle du vecteur 
PUT715 ont 6t6 choisis. Chacun de ces plasmides, extrait 
de la souche d' E.coli correspondante , a servi ^ transfer- 

10 T^qeodes NCI 4. L'une des transformations a conduit 

& 1' apparition de clones fortement r^sistants h la phl^o- 
mycine (CMl > 250 ug/ml) avec une frequence de I'ordre 
de 5000 transformants par microgramme d'ADN. Povir deux 
autres transformations, la frequence et le niveau de r^- 

15 sistance des transformants ont 6t6 trouv^es beaucoup plus 
faibles (quelques transformants /jig, CMI < 100 ug/ml). 
Enfin quatre transformations n»ont donn^ aucun rdsultat. 

Le plasmide ayant permis la transformation de 
T,qeodes la plus efficace appel6e pUT771, a 6t4 analyst, 

20 il comporte une insertion d^une taille d* environ 1,8 kb ; 
la cartographie de pUT771 est representee sur la figure 
4. La sequence nucieotidique de la partie promotrice est 
representee sur la figure 5. 

Au cours d* experiences comparatives, le plasmide 

25 PUT771 a tou jours conduit k des taux de transformation 

superieurs d'un factexir deux environ k ceux obtenus dans 
les mSmes conditions avec pUT703. 

Exemple IV : Co-transformation de T.geodes avec tin plas- 
mide portant le marqueur de resistance h la 
30 phieomycine et un plasmide portant un g&ne 

non seiectionable. 
Dne experience de transformation a ete realisee 
selon le protocole decrit dans 1 "exemple I ci-dessus, 
avec wci melange contenant environ 1 ^g d*ADN plasmidique 
35 de PUT771 decrit dans 1 'exemple II et 10 ng d*ADN plas- 



wo 91/00357 



-18- 



PCr/ni90/00479 



midique de pUT760^ dont la carte est representee sur 
la figure 6. Le plasmlde pUT7eo se caracterise par la 
presence du gfene de Klebsiella pneumoniae ATCC 15050 
codant pour la pullulanase mature (MIC3IAELIS et al., 
5 J. Bact,, 1985, 164 : 633), sous la ddpendance du pro- 
moteur gpd d ' Aspergillus nldulans et pr6c&d6 par la se- 
quence signal synth^tique ddcrite dans I'exexi^le I (fi- 
gure 2) . 

Environ 50Q transf ormants seiectionn^s sur la 

10 base de la resistance h la phieomycine ont ete repiques 
individuellement d'une part sur un milieu PDA contenant 
30 ug/ml de phieomycine et d' autre part sur un milieu 
geiose contenant : glucose 5 g/1, sulfate d' ammonium 
1 9/1/ phosphate monopotassigue 2 g/1, sulfate de magne- 

15 slum 0,3 g/1, chlorure de calcium 0,2 g/1, extrait de 
levure 1 g/1, pullulane (Sigma) 10 g/1, agar 15 g/1. 
Aprfes 7 jours d' incubation k 27 ^C, la surface de ce der- 
nier milieu a ete recouverte d'alcool ethylique, et les 
boites de Petri ont ete placees & -20^C pendant une heure. 

20 A cette temperature et en presence d'alcool, le pullulane 
precipite, rendant le milieu opaque. Environ 2 % des co- 
lonies testees etaient entourees d'un halo clair plus ou 
moins large, dfl vraisemblablement & I'hydrolyse du pullu- 
lane. Aucun halo n*a ete detecte autoxir des colonies de 

25 la souche NC50 non transfoinaee testees dans les memes 

conditions. Les 10 clones transf ormants semblant presen- 
ter la plus forte actlvite pullulanase, c'est-Si-dire 
ceux correspondant atax colonies entourees des halos les 
plus larges ont ete recuperes sur le milieu PDA-phieomy- 

30 cine et cultives en fioles agltees dans le milieu selon 
Mandels addltionne de glucose 30 g/1, extrait de levure 
1 g/1 et tamponne par le phtalate de potassixim 5 g/1. 
Aprfes 5 jours d' incubation ^ 27**C, 200 rpm, les cultxires 
ont ete centrifugees et I'activite pullulanase a ete 

35 dosee dans les surnageants selon le protocole suivant : 



wo 91/00357 



-19- 



PCr/FR90/00479 



^ 0,5 ml d'une solution de pullulane h 10 g/1 dans du 
tampon acetate 0,1 M pH 5,5, on ajoute 0,5 ml de solution 
enzymatique (surnageant Eventual lement dilu^ dans le m§me 
tampon) . Aprfes incxibation 60 minutes ^ 55**C, le glucose 
5 lib^r^ est dos^ par la m^thode de MILLER (Analytical 

Chem. , 1959, 31 : 426). L'activit6 est exprim^e en unites 
Internationales (u.i) correspondant au nombre de micro- ■ 
moles de glucose lib^r^es par minute. Dans les surnageants 
des 10 cultures testdes, des activitds pullulanse de 
10 12 u.i/ml h 350 u.i/ml ont 6t6 trouv^es. Aucune activity 
n*a 6t4 ddtectde dans les surnageants de la souche non 
trans£orm4e cultiv^e dans les mSmes conditions. 
Exemple V ; 

Get exemple est destine ^ illustrer la possibi- 

15 lit^ de s^lectionner pr^f^rentiellement des clones recom- 
binants de T,qeodes NCI 4 et de ses d^riv^s qui soient 
fortement producteurs d'une prot6ine h^tdrologue grSce 
h des constructions plasmidiques faisant appel au prin- 
cipe de la transcription polycistronigue. 

20 L* expression de plusieurs g&nes adjacents sous 

la d^pendance du mSme promoteur et par 1 * intermddiaire 
du mgme ABN ioessager, dit polycistronigue, est un phdno- 
mhne bien cozmu chez les bactdries. En revanche, il est 
g^ndralement admis que ce ph^nom^ne n*existe pas chez 

25 les eucaryotes. Cependant, il a 6t6 fait 6tat r^cemment 

(KAUFMAN et al., EMBO J., 1987, 6 : 187) d'une expression 
par des cellules animales en cultxire du ghne de la dihy- 
drofolate reductase permettant la resistance au metho- 
trexate, dans des constructions oil ledit gfene etait plac6 

30 immediatement en aval d'un autre gfene non s^lectionnable, 
ce dernier 6tant px4c6di d'un promoteur. Ceci permet une • 
selection indirecte des clones exprimant fortement le 
gfene non sdlectionnable sur la base du niveau de resis- 
tance confere par le ghne place en aval. 
35 II a ete montre -par les auteurs de la presente 
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invention que ce principe pouvait s'appliquer k T.geodes . 
en utilisant par exemple conme parqueur s^lectionnable 
le gfene Sh de resistance k la phl^omycine . 

On g%ne synthdtique pour le lysozyme humain a 
5 6t6 prepare paijksseinblage de 10 oligonucleotides de syn- 
thase. La sequence representee dans la figure 7 comporte 
14 paires de base precedant le codon d • initiation , suivi 
de 18 codons debutant par un ATG correspondant aux acides 
amines du peptide signal du lysozyme humain k 1' exception 

10 du 17feme codon (remplacement de la glutaoine par une leu- 
cine) (CHUNG, KESHAU et GORDON, Proc. Natl. Acad. Sci. 
1988, 85 : 6227) puis 130 codons des acides amines du 
lysozyme humain (JOLLES et JOLLES, Mol. Cell. Biochem., 
1984, 63, 165) et enfin un codon stop suivi de 6 paires 

15 de bases. Le fragment d'ADN borde par les sites de res- 
triction EcoRV-BamHI a ete clone au site EcoRV du plas- 
mide pUT771 mentionne dans 1 'exemple II pour donner dans 
l*vme des 2 orientations possibles , le plasmide pUT772 
(figure 8). 

20 La souche NC50 de T.geodes a ete transformee par 

le plasmide pDT772 selon le protocole decrit dans I'e- 
xesple I avec la seule difference que la selection des 
transformants a ete realisee avec une concentration 
moindre de phieomycine (15 ug/ml) . Les colonies obtenues 

25 avec une frequence 50 k 100 fois moindre k celle foumie 
par I'ADN PDT771 utilise comme contr61e ont ete repiquees 
sur milieu PDA et individuellement examinees pour le ni- 
veau de resistance k la phieomycin^t verifiee pour la 
production de lysozyme. La determination des concentra- 

30 tions minimales inhibitrices de phieomycine des transfor- 
mants par pUT772 a montre que les niveaux de resistances 
des clones etaient faibles (2 & 10 fois la CMI par rap- 
po3rt k la souche non transformee) alors que les transfor- 
mants par ;pUT771 etaient au contraire trfes eieves (30 k 

35 200 fois la CHI). 
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La production de lysozyme est vdrifi^e indirec- 
tement par la m^thode des cylindres d'agar pour la pro- 
duction d'une activity lytique contre Micrococcus lyso- 
deikticus sur PDA. Parmi 83 souches test^es provenant 
5 de la transformation par pDT772, 61 produisaient une ac- 
tivity detectable par la presence d'une aureole d* inhibi- 
tion autour des cylindres d'agar. En contraste aucune 
colonie issue de la transformation par pDT771 ne pr^sen- 
tait cette activity (55 test^es) . 

Une analyse clonale a montr6 que le caractfere 
de production ^tait conserve pour 2/3 des souches posi- 
tives aprfes une 6tape de sporulation. La souche NC50 
PUT772-28 sdlectionn^e parmi les souches les plus actives 
par le test sur boite a ^t^ plus particuliferement ^tudi^e. 

Par cultures successives sur milieu solide PDA 
contenant des concentrations croissantes de phl^omycine, 
un variant de la souche NC50/pUT772-28 a 6t6 sdlectionnd. 
Ce variant not6 NC50/28R4 r^siste & 100 ng/ml de phl^o- 
mycine alors que la concentration maximale de croissance 

20 pour le parent est de 20 ug/ml. Les aureoles d' inhibi- 
tion sur un voile de Micrococcus lysodeikticus sont dga- 
lement sup6rieures pour la souche NC50/28R4 par con5)arai- 
son au parent NC50/pUT772-28* Les deux souches ont 4t6 
cultiv^es en fiole agitde dans les conditions ddcrites 

25 dans I'exemple /IV. Aprfes cinq jours d ■ incxibation & 27**C 

Inactivity lysozyme a ^t^ dytermin^e par un dosage turbi- 
dim6trique k partir de cellules lyophilis^es de Micro- 
coccus lysodeikticus (SHUGAR, Biochim. Biophys., 1952, 
Acta 8 : 302) . Les prot6ines des sumageants des cultures 

30 ont 6t6 fractlonn^es sur une colonne MonoS Pharmacia 

(tampon phosphate 50 mM pH 7,2 - 61ution gradient lin6- 
aire de 0 it 1 M NaCl) • Un pic prot^ique 61ev€ 2i 0,25 M 
est present dans les deux souches treuisfomdes et absent 
Chez le parent NC50. Par le test d" activity biologique, 

35 identification immunologique avec un anticorps antilyso-^ 
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zyme htimain et ^lectrophorfese en gel d • acrylamide , il a 

6t6 v^rifid par comparaison avec vm 6chantilloii authen- 

tique de lysozyme humain que les prot^ines 61u6es k 

0,25 M renferinent du lysozyme. Les concentrations finales 

dans les sumageauits de culture ont 6t6 estimdes h 

25 *ig/inl et 200 |ig/ml de lysozyme recombinant respecti- 

vement pour les souches NC50 pUT772-28 et NC50-28R4. 
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- REVENDICATIONS - 

1 - Proc6d€ de production de prot^ine recombi- 
nante k I'aide de champignons filamenteux, caract^ris^ 
en ce qu'on cultive sur un milieu appropri^ une souche 
du genre Tolypocladium dans laquelle on a introduit une 
sequence d'ADN codant pour ladite protdine plac^e sous 
le contrdle d'61^ments assurant !• expression de ladite 
sequence dans ladite souche et en ce qu'on r^cupfere la- 
dite prot^ine* 

2 - Proc^d^ selon la revendication ^, caract6- 
ris6 en ce que la souche est une souche de Tolypocladium 
geodes. 

3 - Proc^d^ selon la revendication 1, caract6- 
ris6 en ce que la souche est une souche de Tolypocladium 

15 geodes d6pos6e sous le n"* 1-880, le 29 juin 1989 k la 
Collection Nationale de Culture des Microorganismes ou 
I'un de ses mutants deficients en activity prot^asique 
et/ou hyperexcrdteur de prot^ine exog&ne- 

4 - Procddd selon I'une des revendications 1 h 
3, caractdris^ en ce que les elements assurant 1' expres- 
sion comprennent essentiellement une sequence promotrice 
d*un gfene d'origine fongique. 

5 - Procdd^ selon l^une des revendications 1 h 
4f caract6ris6 en ce que la sequence d'ADN codant pour 

25 ladite prot^ine est pr6c6d6e d'une sequence signal assu- 
rant 1' excretion de la prot^ine. 

6 - Precede selon I'une des revendications 1 k 
5, caract^ris^ en ce que la sequence d'ADN codant pour 
ladite prot6ine est suivie d'un gfene marqueur sous le 

30 contrdle des mimes dl^ments d' expression. 

7 - Proc6d6 selon la revendication 6, caract^- 
ris^ en ce que ce ghne marqueur code pour la resistance 
k un antibiotique. 

8 - Precede selon la revendication 7, caracte- 
35 rise en ce que 1 ' antibioticpie est un compose de la fa- 



20 
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mllle des phl^omyclnes. 

9 - Procdd^ selon la revendication 1 , caract^- 
rls^ en ce que le g&ne codant pour la resistance ci un 
antibiotique de la famille des phl^omycines est d'origi- 
5 ne g^nomigue et provient du genome des actlnoxayc^tes 
producteur dudit antibiotique. 

10 - Procid6 selon I'une des revendications 1 ^ 
9, caract^ris^ en ce que la prot^ine cod^e est choisie 
parmi la pullulanase et le lysozyme humain. 
10 11 - Procddd selon I'une des revendications 5 ^ 

10/ caract^risd en ce que la sequence signal est la se- 
quence signal synth^tique figurant li la figure 2. 

12 - Proc^de selon l"une des revendications 1 h 
11, cauracterise en ce que la sequence proxnotrice est la 

15 sequence promotrice figurant h la figure 5. 

13 - Precede selon l*une des revendications 1 & 
12/ caracterise en ce que la sequence d*ADN codant pour 
ladite prot^ine est suivie d'une sequence terminateur de 
transcription . 

20 14 - Precede selon I'une des revendications 1 & 

13/ caractdrise en ce que la sequence d*ADM codant pour 
ladite protiine ainsi que les elements assurant 1' ex- 
pression de ladite sequence sont portds pso: un plasmide. 

15 - Precede selon la revendication 14, caracte- 
25 rise en ce que ledlt plasxaide est un plasmide h. replica- 
tion autonome comportant une sequence de replication au- 
tonone efficace chez Tolypocladium : T-ARS. 

16 - Procede selon la revendication 14 ou 15/ 
cauracterise en ce que ledit plasmide assure I'integra- 

30 tion chromosomigue des sequences d'ADN en cause. 

17 - Proteine obtenue par la mise en oeuvre du 
precede selon I'une des revendications 1 & 16. 

18 - Proteine Sh caracterisee en ce qu'elle 

est obtenue par la mise en oeuvre du precede selon I'une 
35 des revendications 1 16. 
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19 - Prot^ine Sh selon la revendication 18, 
caract^ris^e en ce qu'elle comporte la sequence d'acides 
amines representee en figure 2. 

20 - Souche de Tolypocladivun obtenue au cours 
de la mise en oeuvre du proc^de selon I'une des reven- 
dlcations 1 i 16. 

21 - Souche de Tolypocladima depos^e sous le n' 
1-880 et ses mutants deficients en activity protdasique 
et/ou hyperexcreteur de proteine exog^ne. 



wo 91/00357 



PCr/FR90/00479 



</9 




F1G.1 



wo 91/00357 



PCr/FR90/00479 



2/9 



10 20 30 40 50 60 

ATCACCATGTACCGCAAGCTOXrrCTGATrA^ 

MEITyrArgLyaLBuAlaValIleS«rAlaPh«UuAlAThrAlaArgAlaCln 

70 80 90 100 110 120 

GCCATO:CCAAGTTGACCACTCCC(ffTCC(»m»TCACC(KG 

AlaMatAlaLysLauIhrSerAlaValProVall^uThrAlaArgAspValAlaGlyAla 

130 140 150 160 170 180 

GTCX^AGTTCTCGACCGACCGGCTCGCMTTCTCaGOCAOT 

ValGluFhttTrpThrAspArgUtiayFheS«rArgAspPhttVal61uAspAspFhft^ 

1 90 200 210 220 230 240 

GCICTGGTCCGGGACGACGTCACCCTCTTCArCAGCGCCGTCCACGACCUGGfGCTGCC 

GlyValValArgAspAspValThrUuFhAlUSerAlaValGlnAspGlnValValPro 



2S0 260 270 280 290 300 

GACAACACCCIGGCCTCGGTGTOGGTGCGCGGCCXGGACGAGCTGtACGCCGAGIGGTm 

AspAsnThrLauAlaTrpValTrpValArgGlyLauAspGluUuTyrAl^ 

310 320 330 340 350 360 

GAGCTCGTGTCCACGAACITCCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCAIGACCGAGATCGGCGAG 

GluValValSarThrAanPhaArgAapAUSatGlyProAUMacThrGlu^ 

CACCC C TG M GG 

GlnProTrpGlyArgCluFhaAlalAuArgAapProAlaGlyAanGyaVam^ 

430 440 450 460 470 480 

AlaGluSlufilnAsp- « 
TCCCAfiS 



SEQOERCE NUCLEOTIDXQIJE DU GEHE DE lA PBOTEZBE SH FKECCDEE 
DE LA SEQOENCE SIGNAL S YN T HE TI QUE 
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10 20 30 40 50 60 70 

1 CaaeGGlAAAAGTACTTTT6TA6A666(RA66TCTGAAAICG^ 

71 T<»ATCTT6(»:AATCC;mCG6C6AAC1«»UU»CGTTC6GA^ 

141 (XRCTCGGGAAGCATGATGAieGTCTCCTCCa^CACCACCCCTCGCGTCTTGTCICG 

211 CICGTCAiUU]A(»^CCA66CCACTTCGC(»^^ 

281 TCCGTCGTCAXGACCA66CAGCI6GCanG6GATTGAIGGIGACATCACCC6TC^ 

351 CQIUUMIC6eCT0GAAfiTeTC0Ai(MATTCa»CM 

421 TTTCCrCTCTTGAGCCACTCTrtATITCCTCTTGACCTCAAC^ 

491 AGiJSaCXtACKrfftAGA^^ 

S61 ACCmCUrunmCIGACCOUyGTICGGIGGCJUkGiXG^ 

631 ACiaCGCCCAICACAGC C 'i l UCltl IG CACCIGGCATCCTOACACaU^TTGCAACIAMCACCCACCCTC 

701 hCMCK^CCtJSAGiOGCrCCTAAl^^ 

771 IACI6ICmAmC(XAXCAITTTTGTG6CAAAiUU:AI6CI^ 

841 TCMXUUnieCCCCCAGCCISGIACCCIGCIC^^ 

911 TT<ITTCCA!IIASICGTCCGCGCICACTCICTCTCACCA11T^^ 

981 GCTGGCTGACT<^lCCGACCGTCTGT C TC C CCTTCGAIOGOSGMy^^ 
lOSl TACAAGCGCTCTGGCGGCGGGGCCGGCGGTCCCGCAAffEAACTCCCGCAIGCCGCCT^ 
1121 ZmACIGITAG(»CCnACCGCaC1AGIGAAG(MCGACCTC 

1261 CamafcTCnCCACTCCCACTCCCCTCT C Cn C AACCTCGC ailiaiCT CCATCI^ 

1331 TICCAACCCCAGTCAGTGT{nT(X6CACM^^ 

1401 TCTGCTGOkCTTCCACXCCCTCCTTCinTCITTTIITCTCCTC^ 

1471 (XUJMBiJkCeCIGXSCOGTQCCeMB^^ 

1541 CCACCICCCCC A l C i'Cl'l' O avmACXClACIAGAAICC CilCIC GCCA ^ 
1611 TCTGTGATTGAClU«iiiA0GTC1XnCAAXCCTGACCAACCGCTGTCGA^ 
1681 TIAACTAGATATCACCAXG 

PIG 5 ' ^^'^ noMomcs db par 771 
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10 20 30 40 

c a ct ci 

GATATCGATTCflCCATGAAGGCTCTGATCGTTCTCSGCCTGGTCCTGC 

METLysAl aLeu I 1 eVal LeuGl yLeuVal LeuLeu 



50 60 70 80 90 

ix Cl Ck ii 

TCTCGeTTACCeTCCTeeGCAAGGTGTTCeAACeCTGCGAGCTTGCGC 

Ser Val Thr ValLEUSl yLysVal PheGl uAr gCysGl uLeuAl aArg 



100 110 120 130 140 

d Ci Ci Ci Ci 

GCACCCT6AAGCGCCTTG6CATGGAC66CTACC6GGGTATCTCGCTTG 

ThrLauLysArgLeuGl yMetAspGl yTyrArgGI y X 1 eSerLeuAl a 



150 160 170 180 190 

(i ii it (a <i 

CCAACTQ6ATGT6TCTCGCGAAGTG6GAGTCC8GATATAATACTCGCQ 

AsnTrpMetCysLeuAl aLysTrpGl uSerGl yTyrA«nThr ArgAl a 



200 210 220 230 240 

0. (1 £k Ci Ct 

CTACSAACTACAATGCCGGAGATCGGTCGACCGACTACGGCATCTTCC 

Thr A«nTyp A«nAl «61 yAspAr gSer Thr AspTyrSl y 1 1 ePh«.Sl n 



230 260 270 280 

«i & ^ 6 

AGATTAACTCTAGATATTGGTGCAACGAT6GCAAGACTCCTGGTGCC8 

1 1 eAmnSer ArgTyrTrpCysAsnAapGl yLysThrProGl yAl aVal 



FIG. 7... 
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290 300 310 320 330 

ti hi (x b. tL 

TCAATQCTTGTCACCTGTCCTGCA6CGCTCTGCTCCAGGATAACATTS 

AsnAl aCysHi sLeuSerCysSer Al aLeuLsuGlnAspAsn 1 1 eAl a 



340 330 360 370 380 

& 6. et ei a 

CAGACGCT6TTGCATGC6CAAAGCGCGTCCGA6ATCCTCAGGGAATCC 
AapAl aVal Al aCysAl aLysAr gVal ArgAspPr oGl nGl y I 1 eAr g 



390 400 410 420 430 

Ct Ci Cl Ci Ci 

6GGCTTGGGTGGCCT6GCGCAATC6GTGCCAAAACCGCGAC6TCCG6C 

Al aTr pVal Al aTrpArgAsnAr gCysGl nAsnArgAspVal ArgGl n 



440 430 460 

1^ Ci £l 

AGTACGTCCAG6GCTGC6GT6TCTGAG6ATCC 

TyrVal Gl n61 yCysGl y Val 



FIG- 7 ' GSne synth^tique du lysozyme humain 
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6200886 



26-04-88 
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EP-A,B 0193555 
JP-T- 62500350 
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